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Verfahren zur Herstellung von O-Acetylser in , L-Cystein und 
L-Cystein-verwandten Produkten 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung 
von 0-Acetylserin, L-Cystein und davon abgeleiteten 
schwef elhaltigen Verbindungen . 

L-Cystein und seine Derivate werden im Pharmabereich 
(Behandlung von Bronchialkrankheiten) , Kosmetiksektor (als 
Bestandteil in Haarshampoos und Dauerwellenlotionen) und im 
Lebensroittelbereich (als Antioxidans, Geschmacksverstarker 
und als Adjuvans bei der Bearbeitung des Teiges) eingesetzt. 
L-Cystein wird bisher durch Extraktion aus keratinhaltigem 
Material wie Haaren, Borsten, Hornern, Hufen und Federn oder 
durch enzymatische Umsetzung von Vorstufen gewonnen. Eine 
Uberproduktion von L-Cystein durch Mikroorganismen ist sehr 
wiinschenswert, da nicht nur L-Cystein eine wirtschaf tlich 
interessante Verbindung ist, sondern da es zusatzlich, wie 
aus den Fig. 1-3 hervorgeht, eine wichtige 
Zwischenverbindung fiir die Synthese von Glutathion, 
Methionin und Biotin darstellt. 

L-Cystein nimmt in alien Organismen eine Schlusselposition 
im Schwef elmetabolismus ein und wird in der Synthese von 
Proteinen, Glutathion, Biotin, Methionin und anderen, 
schwef elhaltigen Metaboliten verwendet. Zudem dient L- 
Cystein als Vorlaufer fur die Biosynthese von Coenzym A, 
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daruberhinaus kann L-Cystein leicht zu Cystin oxidiert 
warden. Zwischen der Biosynthese von L-Cystein und anderen 
Aminosauren wie L-Serin, Glycin und L-Methionin besteht eine 
enge Verbindung. 

Die synthese von L-Cystein (Fig. 4) ist in Prokaryonten, 
insbesondere Bakterien, ausfvihrlich untersucht (Kredich, N. 
M. and G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965; 
Kredich, N. M. , 1987, Biosynthesis of Cysteine. In: 
Neidhardt F. C. , Ingraham, J. L. , Magasanik, B. , Low. K. B., 
Schaechter, M. , Umbarger, H. E. (eds) Escherichia coli and 
Salmonella typhimurium: cellular and molecular biology, 
Vol. 1. American society for Microbiology, Washington D. C, 
419 - 428). Die Schlusselreaktion besteht in der Obertragung 
einer Acetylgruppe auf das Serin zur Erzeugung von O- 
Acetylserin 1) , gefolgt von dem Austausch der Acetylgruppe 
gegen die SH-Gruppe, wodurch L-Cystein synthetisiert wird 
2) . 

1) L-Serin + Acetyl-Coenzym A -> O-Acetylser in + Coenzym A 

2) 0-Acetylserin + HgS -> L-Cystein + Acetat 

in Mikroorganismen und in Pflanzen dient O-Acety Iserin und 
nicht Serin als unmittelbarer Vorlaufer des 

Kohlenstoffgeriistes ftir L-Cystein (Kredich, N. M. and G. M. 
Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965). Die Reaktion 
der Acetylgruppeniibertragung zur Bildung einer aktivierten 
Form von L-Serin wird durch die vom cysE-Gen kodierte Serin- 
Acetyltransf erase (EC 2.3.1.30) katalysiert und unterliegt 
einer strikten Kontrolle durch das Endprodukt L-Cystein. Das 
Gen fur die Serin-Acetyltransf erase wurde bereits kloniert 
und die von der DNS-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz 
ist bekannt (Denk, D. and Bock, A. 1987, J. Gen. Microbiol. 
133: 515 - 525. ) . 
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Die Bildung von L-Cystein selbst wird katalysiert von zwei 
O-Acetylserin Sulf hydrylase Isoenzymen (EC 4.2.99.8), 
kodiert von den Genen cysK (0-Acetylserin-Sulf hydrylase-A) 
und cysM (O-Acetylserin-Sulfhydrylase-B), eine Reaktion, in 
welcher 0-Acetylserin als 6-Alanyl-Donor und H2S als R- 
Alanyl-Akzeptor fungiert (Kredich, N. M. and G. M. Tomkins 
1966, J. Biol. Chem. 241: 4955 - 4965), wobei die O- 
Acetylserin-Sulfhydrylase-A den Hauptanteil an der Cystein- 
Synthese hat. Zusatzlich ist die 0-Acetylserin- 
Sulfhydrylase-B (cysM) in der Lage, Thiosulfat als 
Schwefelquelle zu verwerten (Sirko , A. et al., 1987, j. 
Gen. Microbiol. 133: 2719-2725). Die 0-Acetylser in- 
Sulfhydrylase-B katalysiert die Reaktion zwischen 0- 
Acetylserin und Thiosulfat zu S-Sulf ocystein, welches dann 
zu Cystein konvertiert werden kann (Nakamura, T. , et al, 
1983, J. Bacteriol. 156, 656-662). 

Die Endprodukthemmung der Wildtyp-Form der Serin- 
Acetyltransferase durch L-Cystein ist ein physiologisch 
bedeutender Faktor in der kinetischen Regulation der 
Cystein-Biosynthese (Kredich, N. M. 1971, j. Biol. Chem. 
246, 3474 - 3484; Kredich, N. M. and G. M. Tomkins 1966, J. 
Biol. Chem. 241, 4955 - 4965). Die Aktivitat der Wildtyp- 
Form der Serin-Acetyltransf erase wird durch Cystein gehemmt. 
Diese Henimung wurde kinetisch untersucht und zeigte eine 
kompetitive Charakteristik . Es wurde eine Inhibitorkonstante 
Ki = 1,1 X 10-6 M in Gegenwart von 0.1 mM Acetyl-Coenzym A 
und 1 mM L-Serin bestimmt (Kredich, N. M. 1971 and Tomkins 
G.M. 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955 - 4965). 

Es ist ein Beispiel aus der Literatur bekannt, da/3 durch 
chemische Mutagenese eines Cystein-auxotrophen Stammes mit 
Methansulfonsaureethylester eine Cystein-prototrophe Rever- 
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tante isoliert werden kann, deren Serin-Acety Itransf erase- 
Aktivitat aufgrund eines Aminosaureaustausches im kodieren- 
den Bereich eine schwach ausgeprag-e Endprodukt-Hemmung 
durch L-Cystein aufweist (Denk, D. , Bock, A., 1987, J. Gen. 
Microbiol. 133: 515 - 525). Die Feedbackresistenz dieser 
Mutants ist laut der genannten Literaturstelle 10 fach er- 
hoht. Der Ki dieser Mutante liegt somit bei ca. 0,01 mM 
gegenuber der Wildtypf orm. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Serin-Acetyltransf erasen 
die eine im Vergleich zum Wildtyp-Enzym reduzierte 
Sensitivitat gegenuber dem Inhibitor L-Cystein aufweisen und 
deren Proteinsequenz im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz 
mindestens eine Mutation oder Deletion aufweist, dadurch 
gekennzeichnet daft die Mutation im Sequenzbereich von 
Aminosaure in Position 97 bis einschlieftlich der Aminosaure 
in Position 273 liegt oder die Deletion im carboxytermxnalen 
sequenzbereich ab der Aminosaure in Position 227 liegt, 
wobei Position 1 das Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: 
1) ist und wobei die Proteinsequenz mit der Mutation von Met 
zu He in Position 256 ausgeschlossen ist. 

Uberraschend wurde gefunden, daB die erf indungsgemaSen 
Aminosaureaustausche und/oder Aminosaure-Deletionen des 
carboxyterminus der Serin-Acetyltransf erase zu einer 
Herabsetzung der Cystein-Sensitivitat unter Beibehaltung 
einer ausreichenden, enzymatischen Aktivitat fuhren. 

Die erfindungsgemafien Serin-Acetyltransf erasen haben 
vorzugsweise eine Inhibitorkonstante Ki von 0,005 bis 2,3 mM 
in Gegenwart von l mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA, wobei 
Serin-Acetyltransferasen mit mindestens einer Mutation 
vorzugsweise eine Inhibitorkonstante Ki von 0,015 bis 2,3 
mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA 
besitzen, wahrend Serin-Acetyltransf erasen mit mindestens 
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einer carboxyterminalen Deletion vorzugsweise eine 
Inhibitorkonstante von 0,005 bis 0,03 itiM in Gegenwart von 
1 inM L-Serin und 0,1 itiM Acetyl-CoA aufweisen. 

Die Inhibitor-Konstanten (K^) der besonders bevorzugten 
Enzymmutanten gegeniiber L-Cystein liegen zwischen 0,02 und 
2,3 mM in Gegenwart von 1 mM L-Serin und 0,1 mM Acetyl-CoA. 

Erf indungsgemaBe Ser in-Acetyltransf erasen , weisen eine fiir 
das Wachstum der sie beinhaltenden Mikroorganismen 
ausreichende Aktivitat auf. 

Vorzugsweise umfaBt die Proteinsequenz einer 
erf indungsgemafien Serin-Acetyltransf erase die 

Aminosaureaustausche mindestens einer der in Tab. la oder lb 
genannten cysE Mutanten. 

Tab. la: Feedbackresistente cysE-Allele mit singularen oder 
multiplen Aminosaureveranderungen im kodierenden Bereich 
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Tab. lb: Feedbackresistente cysE-Allele mit 
carboxyterminalen Deletionen 

cysE-Mutante Delctierte Terainale spez. Akt. 

Aminosauren Aminosaure (/xN) /imol/Bin x 

cysE-Del259 14 His259 7.5 0,328 

cysE-Del258 15 Gln258 5 0,256 

cysE-Del257 16 Asp257 7.5 0,394 

cysE-Del256 17 Met256 12.5 0,366 

cysE-Del255 18 Asp255 30 0,624 

cysE-Del250 23 Asp250 20 0,405 

cysE-Del249 24 Ser249 15 0,420 

cysE-Del248 25 Asp248 12.5 0,270 



Erf indungsgemaBe Cystein-insensitive Serin- 
Acetyltransf erasen konnen beispielsweise durch Expression 
von DNS-Sequenzen, welche fiir erf indungsgemaBe Serin- 
Acetyltransf erasen kodieren, erhalten werden. 

Die durch diese DNS-Sequenzen kodierten Enzymvarianten 
weisen jeweils unterschiedliche Sensitivitat gegeniiber dem 
Inhibitor L-Cystein auf, wobei in alien Fallen jedoch 
zuTtiindest eine im Vergleich zum Wildtyp fiinffach erhohte 
Resistenz der Serin-Acetyltransf erase gegeniiber dem 
Inhibitor L-Cystein gefunden wurde. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ferner DNS-Sequenzen , 
welche fiir erf indungsgemafte Serin-Acetyltransf erasen 
kodieren. 

Diese DNS-Sequenzen sind dadurch gekennzeichnet , dali sie im 
kodierenden DNS Sequenzbereich des jeweiligen cysE-Gens von 
bp 510 bis bp 1040 mindestens eine Mutation aufweisen, wobei 
bp 1 die ersten Base aus Fig. 6 (SEQ ID NO: 2) ist, wobei 
die Mutation von Guanin nach Adenin in Position 990 
ausgeschlossen ist. 

Im folgenden werden die erf indungsgemaSen DNS-Sequenzen auch 
als feedbackresistente cysE-Allele bezeichnet. 

Diese DNS-Sequenzen lassen sich beispielsweise durch 
unspezif ische oder durch gezielte Mutagenesemethoden aus im 
folgenden beschr iebenen Ausgangsmater ial herstellen. 

Unspezif ische Mutationen innerhalb der genannten DNS-Region 
konnen zum Beispiel durch chemische Agentien (z.B. 
Nitrosoguanidin, Ethylmethansulf onsaure u,a.) und/oder durch 
physikalische Methoden (Miller, J.H., 1972, Experiments in 
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, USA: 113- 
18 5) und/oder durch unter bestimmten Bedingungen 
durchgefiihrte PCR-Reaktionen erzeugt werden (Gibbs, R.A. 
1990, Anal. Chem. 62: 1202-1214). 

Methoden zur Einfuhrung von Mutationen an spezifischen 
Positionen innerhalb eines DNS-Fragments sind bekannt und 
beispielsweise in folgenden Verof f entlichungen beschr ieben: 
Sarkar, G. , Sommer , S.S., 1990, BioTechniques 8: 404-407, 
beschreiben ortsspezif ische Mutagenese raittels PGR; Ausubel, 
F.M. et al., 1987, S. 8.01-8.3.6 Current Protocols in 
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, beschreiben 
Methoden zur ortsspezif ische Mutagenese mittels M13 Phagen. 
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Eine weitere Methode zur Erzeugung f eedbackresistenter cysE- 
Allele besteht in der Kombination verschiedener , zur 
Feedbackresistenz fiihrender Punktmutationen zu multiplen 
Mutanten mit neuen Eigenschaf ten. 

Als Ausgangsmaterial fur die Mutagenese dient vorzugsweise 
die DNS des Wildtyp-cysE-Gens oder ein durch Mutation 
inaktiviertes cysE-Gen oder ein inutiertes und bereits fur 
eine f eedbackresistente Serinacetyltransf erase kodierendes 
cysE-Gen. 

Das zu mutierende cysE-Gen kann chromosomal oder 
extrachromosomal kodiert sein. 

Das, beispielsweise das Wildtyp-cysE-Gen umfassende, 
Ausgangs-DNS-Fragment wird mit bekannten Standardtechniken 
zur Herstellung rekombinanter DNS auf einen Vektor 
rekombiniert. Durch Anwendung der vorgenannten Mutagenese- 
Methoden werden ein oder mehrere Nukleotide der DNS-Seguenz 
so verandert, dafl die nun durch das Gen kodierte 
Aminosauresequenz mindestens eine Mutation im Sequenzbereich 
von Position 97 bis einschliefllich der Aminosaure in 
Position 273 aufweist oder mindestens eine Deletion im 
carboxyterminalen Sequenzbereich ab der Aminosaure in 
Position 227 vorhanden ist, wobei Position l das 
Startmethionin aus Fig. 5 (SEQ ID NO: 1) ist und wobei die 
Mutation von Met zu lie in Position 256 ausgeschlossen ist. 

Mit den beschriebenen Techniken lassen sich in ein 
beliebiges cysE-Gen eine oder mehrere Mutationen im 
genannten DNS-Bereich einfuhren, die bewirken, daft die 
kodierte Serin-Acetyltransf erase eine zur Cystein- 
Insensitivitat fuhrende Aminosauresequenz besitzt. 
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Im Anschluft an die beispielsweise wie beschrieben 
durchgefiihrte Mutagenese erfolgt die Selektion der Mutanten 
mit dem gewiinschten Phanotyp beispielsweise durch 
Plattierung auf Cystein-f reies Medium und anschlieBender 
Bestimmung des AusmaBes der Cystein-Sensitivitat der 
mutierten Serin-Acetyltransf erase . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mikroorganismen, 
welche die f eedbackresistente cysE-Allele enthalten. 

Solche Stamme von Mikroorganismen sind dadurch 
gekennzeichnet, daB sie einen zumindest durch ein 
feedbackresistentes cysE-Allel deregulierten 
Cysteinstof fwechsel besitzen. 

Da bei alien Mikroorganismen der Cysteinstof fwechsel 
prinzipiell uber denselben, an sich bekannten 
Stoffwechselweg verlauft und die zur Herstellung der 
erf indungsgemafien Stamme anzuwendenden Techniken z.B. aus 
Standardlehrbuchern allgemein bekannt und auf alle 
Mikroorganismen anwendbar sind, sind erf indungsgemafte Stamme 
aus beliebigen Mikroorganismen herstellbar. 

Bevorzugt geeignet zur Herstellung eines erf indungsgemaBen 
Stammes sind Bakterien. 

Besonders bevorzugt geeignet sind gram-negative Bakterien, 
insbesondere E. coli . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Herstellung 
von L-Cystein oder von L-Cystein abgeleiteten Produkten 
durch Kultivierung erf indungsgemaBer Mikroorganismen. 

Die feedbackresistenten cys-E Allele ermoglichen eine 
Aufhebung der Kontrolle eines wichtigen, biosynthetischen 
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Kontrollpunktes, wodurch die Produktion zahlreicher 
stromabwarts von diesen. Kontrollpunkt liegenden Verbindungen 
verstarkt wird. Dazu zahlen insbesondere O-Acetylserin L- 
Cystem und L-Cystein-verwandte Produkte. L-Cystein- 
verwandte Produkte sind alle von L-Cystein abgeleiteten 
Produkte, d.h. schwefelhaltige Verbindungen , zu deren 
Herstellung L-Cystein erforderlich ist. Beispiele fur solche 
Produkte sind 2 (R, S) -Methyl-Thiazolidin-2 (R, S) , 4 (R, -dicar- 
bonsaure, Ho^ocystein, Methionin, Biotin und Glutathion. 

Die feedbackresistenten cys-E Allele werden zur Expression 
des veranderten Serin-Acetyltransf erase-Enzy.s mittels 
ublicher Verfahren in einen Wirtsstan.m transf ormiert . Das 
"Screening" nach Staimnen mit veranderten Serin- 
Acetyltransferase-Eigenschaften erfolgt beispielsweise 
mittels der in. folgenden beschriebenen Methoden. 

zur Bestimmung des AusmaBes der Cystein-Insensitivitat des 
veranderten Enzyn,s wird zunachst in eine^ semiquantitativen 
sog. Kreuzfutterungstest die Cysteinausscheidung der Sta^me' 
gen,essen. Dazu werden die zu testenden Stan,T.e auf Cystein- 
frexes Minimalmedium, den, ein Cystein-auxotropher 
indxkatorstamn, zugesetzt ist, ausgebracht. Die Wachstun,szone 
des indikatorstammes un, den jeweiligen Impfstrich (Halo) 
dxent als semiguantitatives MaB fur die Cysteinausscheidung. 
Alle Stan,n,e die in, Kreuzfutterungstest ein Halo nit einen, 
Radius > 2 mm aufweisen, werden als "positiv in, 
Kreuzfutterungstest- bezeichnet. Mit den selektierten 
Stan.n,en wird zur Bestin,n,ung des Ausn,aBes der Cysteintoleranz 
der veranderten Serin-Acetyltransf erase ein 
Enzymakt ivitatstest durchgef uhrt . 

Fiir die Bestitnmung der Cystein-Sensitivitat der Serin- 
Acetyltransferase kann jede Methode benUtzt werden die es 
erlaubt, die Aktivitat dieses Enzyn,s in Anwesenheit von 
Cystem zu bestin,n,en. Beispielsweise kann die Bestin,n,ung der 
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Enzvin-Testgemisch das suostra^ 

^ niP Reaktion wird durch Enzymzugabe 
Acetyl-Coenzym A. Die ReaKTixon ^ .,->o r,T« 

*!sJrt«t una Uber dl. Abnahme der Absorption be. 232 nm. 
lie "urc. spaxtun, aer .Hioesterbindun, i-n --V^---^- ^ 
tervorgerufen wira, in eine. Spa.tralphoto.eter verfolgt. 

Der beschriebene EnzyBtest eignet sich tUr die Besti^ung 
Z cystein-sensitivitat Jedes serin-Acetyltransf erase- 
der cystein ^.^ modif iziertem carboxy- 

Tern^s^^rn^irg^er ser/n-.cetyX.rans.era.e-...ivi«. 

in Anwesennei^ versc.ieaener -n.entrat.onen von 
nvsteln i™ Reaktionsansatz getestet. Die katalytische 
Ttivit. aer verscniedenen serin.Acety.«ans.erase-En.y.e 
:L in An- una Ab«esen.ei. ^on .-Cystein be. i„^^^^ una 
daraus die Hemmkonstante Ki ermlttelt (Kredicn 

J. Biol. CheB., 241, 4955-4965 (1966)). 

- aen „eis.en ^ :rj;::;;.::e:r ryr^n!"^^^ 

re:ri;r/.rr:re"t::ben kann eine gleic.ei.ige 
Beduzierung der Endprodukt-SensitivitSt und der 
katalytischen Aktivitat erstrebenswert sem. 

in der Kegel ist eine starke Oberexpresslon einer 

. ^ c«r-in-Acetvltransf erase nicht 
.ndprodukt-resistenten ser n , ety ^^^^^^ ,.,,etylserin. 

wiinschenswert, da das dabei zu vie y 

I..cvstein Oder davon abgeleitete Metaboliten sxch in der 
L-Cystem oae ^„v-i f izieren und eine Selection von 

zelle 1 :!rcetyltransferase-Aktivi«t 

Mutanten -^^'^-^^^^^^/^jr....^ Le f eedbackresistenten 
hervorrufen konnte. DeshalD weru^i -^^^^^ 
cysE-Allele bevorzugterweise als singul.re Kop.en ..ttels 
Ublicher verfahren in das Genor, integriert. 
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Methoden fur die Integration slngulSrer Gene in das 
Chro„osc. .it Hilfe geeigneter VeKtoren sind stand der 
Technx. (z.B. Winans et al., 1985; j .Bacterid. 161: 1219 
1=21; Shevell et al., 1988; J. Bacteriol. 170: sa^T- Ills- 

Kulakauskas et al 1991 t r,^^ • , ' 

ai. 1991, J. Bacteriol. 173: 2633 - 2638). 

Es ist ebenfall. bevorzugt, die feedbackresistenten Serin- 



Bekannter.aflen welst der Express ionsvektor neben de. 
feedbacKresistenten oys-E Allel vorzugsweise noch die 1„ 
folgendan beschriebene, zusat^liohen Elemente auf. 

Die auf de. Vektor bef indlichen, kodierenden Sequenzen sind 
vorteilhafterweise „it regulatorischen Ele.enten, dL fur 
die Expression der kodierenden Seguenzen in de. gewUnschten 
Ausmae notwendig sind, verkniiptt. 

Beispiele dieser regulatorischen Ele.ente sind Pro^otoren 
rxboso^ale Bindungsstellen und Tern,inations-sequenzen. in 
den »eisten FSllen verden die nativen, regulatorischen 

ve^e'nde^" 7 "J^ erfindungsge.SBen Mutai^^; 

verwendet. Es kcnnen jedoch auch beliebige andere 
regulatorische Sequenzen eingesetzt werden. 

Neben den regulatorischen Ele.enten befinden sich auf dem 
Expressionsvektor vorzugsweise auch Seguenzen, die fur 
selektive Marker und/oder Reporter-Gene kodieren. Die 
Expression derartiger Selektions„,arker erleichtert die 
Identifizierung von Transfcr^anten. Als Selektionsmarker 

gee gnet smd Oene. die far eine Pesistenz gegenOber z.B. 

A^piciUin, Tetracyclin, Kana.ycin, Chloramphenicol Oder 

anderen Antibiotika kodieren. 
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«enn die erf inaungsge.aSe Mutante extrachroBosomal 

reT::::!err: r^uLL ... cenen ..^c^^o. 

™it Hilfe von Vektoren, denen der Ursprungspunkt der 

en.,.rn. ^.^.e. ..a - 

^i- «i 1985; J. Bacteriol. 161: 1219 i^^J-/ 

et al., 1985, J _ Kulakauskas et 

al 1988; J. Bacteriol. 170. 3294 

al.'l991, J. Bacteriol. 173: 2633 - 2638). 

in F coli autonom replizierbar 
R^^ic^niele fiir Vektoren, die m coxx 

.... ... —-:.•■„"";:•::„•.»: ""r»... 

W.J. 1985, Cloning vectors, Eisevic , 

solche vektoren sind beispielsweise: 

- Pla.>.lde .It hoher Kopienzahl v.e z.B 

- Plas^ide .it .ittlerer bis niedriger Kop.enzahl 
PACYC184, PACYC177 und pSClOl 

- Phagenvektoren wie z.B. M13-Vektoren. 

Bevorzugt geeignat sind vektoren .it -nittlerer bis niedriger 
Top e fabl bonders bevorzugt sind VeKtoren ..t e.ne. 
plL-Replikon. vie pACVC184 ,ATCC37033, Oder pACVC177 
(ATCC37031) geeignet. 

.ine gro.e An.abl von vektoren f.r andere Bakterien sind 
eben/alls in der ^^^^^^'^ 

.nger-valk. B B. -^--^^^^^ ' ^^.^n ist die Expression 
Elsevier, Amsterdam). Mlt diesen eaMrien moglich. 

der erfinungsgemaBen Mutanten .n anderen Bakterren 
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werden. Diese Techniken sind ausfiihrlich in 
Standardlehrbuchern dargestellt. 

Ein ^eeigneter wirtsst.™ v,ird »it eina. E.pressionsveKtor. 
der die fur eine Cystein-insensitive Serin-Aoetvltr^n ^ 

Als Wirtsstan,.e werden Sta^^e, die Cystein-sensitive 

v«T!rr" WiidtypstS^e Oder st.™e 

und r . " '^'^ ^""^^^"^ inaxtlviert ist 

oera — ^-oen .c.ple.entiert „ rd. 

^ cystein und daraus abgeleiteten Metabolite. 

fledb"/"""''''" -^'--^^-^ mindestens ein 

aL 'eeT\^"^""^ cysE-Mlel. .ei,t sich, daB stS„.e. d e 
am feedbacKresxstente. cysE-AUel n.it einen, Kj-Wert 
.wischen 0,015 una .,3 ^ i„ ^ 

::r:e~ 

stand der .ec.niK, dure, die sogenannte LJ jT. 
Genl^r"-!""'" Verwendun, von Antisense-RNA ,e.ieZt 

a - -difi.iere„ (Znouye 

1988, Gene 72: 25 - 34). Antisense-RNA ist das 
Transkriptionsprodukt desjenigen DNS-stranges der 
ko„pie.entar ^u de. «r das Protein .odierend;n Strang ist 
Es 1st .oglich, die Cystein-Sensitivitst der serin- 
Acetyltransferase in vivo dadurch zu redu.ieren, daB „an 
Uber Expressionsvektoren Antisense-RKAs produ.i^rt. dL .u 
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ir.y. Ho.^ 3'-kodierenden Stranges der 
K ■ l.aert slch die Rntisense-RNA spezifisch an 

-rrrr^n:/:^^^^^^^^^^^^^^^^ - 
rer;o:s:::a::errrer:p.. 3 ,.enu.e. ... xnn.M.o. 

cystein eine verrlngerte sensitivitSt aufvexsen. 

Eine .u..tzUche Aufgabe war es, fur eine opti.ale 
---nU.erpro.uK.ion .i«eis « 
Mikroorganismen geeignete scnweiexq 

j-^^ /^aft pine intrazellulare 
0.errasc.enaerweise «urae ,e u ^^^^^ ^^^^^^^^^^ 

Overproduction °-'^"7^';/;^^:;,„;„.,erase-Mu in 
^oT- erf indungsgemaBen Serin Acetyj-i-i. 

fQhrt Demnach sind die erfindungsgeMBen Serin 
rcerv;tr:n.«era3e-Mutan.en geeignet ..r eine Cyste.n- 
Uberproduktion . 

HierfUr eine. erf indungsge^HBe «;7;°;f;;r;e,l:,,„..,. 

ProduKtionsnediu-n eine ausreichende Menge an Sohwef 
bereitgestellt werden. 

:ri:re;;:rn:;r: -or;ug. i.. T^iosu^fa. .ur op.i.aien 
Cysteinproduktion geeignet. 

Eine «ei.ere Steigerung de. c -^^^^^^^^^^^ 

r... ^-d der ..fnydrierenden 
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auf Genebene sinne einer Konstitutiven Expression 
Das cysB-Prot.i„ f.nglert als Ubergeordnetes 

(Krl r"'"''" "'"^ =^"-"-Biosy„these i„ e.coII 
(Kredich, N. M., 1987, Biosynthesis of cysteine r 
-ia^arat c. .„,„.a™. ... Ma^asat: ^-^^ Z k 
B. schaechter, M. . u.^arger, H. E. ,eds) Escherichia 

biology Vol 1 ZT^ ' ^''^"■'^'^ molecular 

Washi!I^ . American society for Microbiology, 

Washington D. C, 419 - 428). 

b) durch Kombination von ser-A Genen, ausgewahlt au, h 
Cruppe serA-„ildtyp und ser.-cenen .odierend f . 
Phosphoglyceratdehydrogenase .it verringerter 

cTdLl"""'"" -^inaun,sge.,«en cys-E cenen. 

c) durch externe ZufUtterung von Serin. 

Bevorzugterweise „ird das Gen der nativen, Cystein- 
Trans,^":": ^° ^'"^ ^^^i"^- ^-these der Uber 

^^^^^^1:::^^::^ — =-tein- 

e..stieren ^ahlreich^^t^^r rJ-rLTlL^^^^^vL" ' 
nataver Gene in E. coli (Hamilton et al. JT I '' 
Bacterid. 171: 4617 - 4622; Russel et ai., i,;, 

::r: t. - — -etics 

441 457; Jasin and Schimmel, 1984 j n.^^ • , 
159: 783 - 786). ' Bacteriol. 
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..enso .evczu,. «ira die Xnte.r.tion einer ..n,u.are„ Kop.e 
a'sleni^en Cens. das fUr ein. verSnderte se»n- 
.celltransferase Kodiert. in das W.rtsgenc. 

3esc..ei..n,.n und .e.e.en.en .U. t;-;:. 
folgenden Publlkation finder. S''^""^' ^ ' 
BacLiol. iio: 3294 - 3296; KulanausKas et al., 
Bacterid. 173= =6" " 26^8. 

cvsE-Allele unterschiedlichen Ki's auf 

::::::::::: rdr/::pien.a. K.onie.. und in d. 

entsprechenden PrcduKt ionssta.- transf or^iert. 

.i,. i .ei,t die Biosvntnese von .-Hetnionin, aus,enend von 

Homoserin. 

.i,. . zei,. die Biosvnt.ese von Ciu.a.nion. aus.e.end von 
Glutamat . 

3 zei,t die Biosyntnese von Biotin. au.,enend von 
Dethiobiotin. 

Pig. 4 zeigt die Biosynt.ese von L-Cystein in E. coli, 
ausgehend von Glucose. 

Fig. 5 zeigt die A^inosaureabf olge der Serin- 
Acetyltransf erase aus E. coli. 

r coli cysE-Gens und die 

Acetyltransf erase . 

• . ^ie Restriktionskarte des Plasmids pPl aus 
:l!.pLr;rrard^in .eed.ao.e3i.en. V..iie.^ 

kloniert als 2.25 Icb PvuII-Frag.ent in pUC19. 
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Fig. 8 zeigt das Plasntid pPC43 aus Beispiel 2 enl-h.i^ . 

carboxyte^maler Deletion, und aus Belspiel 4 entlltend 
ex„ .eea.ec.resistentes cysE-Mlel ™it ver.c.ieLne: 

Basenaustauschen. "«nen 



Beispiel i 



Serin-Acetyltransferase-Enzymen 

Durch Reversion auxotropher E coli-Qi-i™ • ^ 

gewunschten Elgenschaften (Cystein-InsensitivitSt der Serin 
Acety:transferase, werden unter ae„ Kevertanten CysLin- 
au=<otropher cysE-E. coU-stSnime ge.ucht. 

Far die isolierung der Revertanten wurden die Cystein- 

r.-rr.r-'"-' " 

der Hinterlegungsnumn.er DSH 10173 verwendet 7„. r,- 

von cystein-prototrop.e„ Kevertanten Zlll^T/s. llZZZ . 

de. Mutagen Nitrosoguanidln nach Miller, j. H (L,. 

^t'^^^^ff^--^-^^^- cold spring Harbo^ 'press. 
129, £2ld_SEriij3 Harbor Laboratory behandelt. Auf 
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Revertanten gesucht. Etwa j-uu 

cystein.usso.exdun, getestet^ o^^^^^^ ^^^^^^ ^ 

K..er«nten auf ^V^"-" "„_3 „,30, x 7 H,0. 0,015 

Spurenelementlosung, d ^ h O 0 25 g/L CUSO4 x 5 

H3B03. 0 V ;^ L .it . 

H^o, 1.6 g/L «ncl, 5 X 106 ZeU.n des Cystein- 

rar:Lrr::.«:ii:n^ «... p°-:- - 

nach ™ehreren Beini,ungsausstrichen .sol.ert 
konserviert. 

Hammbarteit durch Cystein geinessen. Fur «^ 

Laen S30-.xtraKte ,.0 .in ^ ^ ;„ ^e...^..^, 

.entrifugierte -"-'""f/; ///^.trrssta^s £^ 

cystein noch erne signifikante k 
Wert zwischen 5 und 50 mM) • 
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2ur Bestl„„ung der BefShigung ^ur Cysteinaussch.idun, 1„ 

r us.,,„., quantitative. C.stei„.esti™,un, Zr.sn 

50 ausgewahlte SZSfi-Revertanten in 20 ml 

oei JO c und 170 upm inkubiert. Das 

standardproduktionsn,edium bestand aus 15 g/L Glucose o 08 

: . i7Trr ^ ^./^ -tar^n « 3 

stunden wurde Jewells eine Probe do „1, entno^en. 
CvIteTr """^ ^" -ll^reien Oberstand die 

Csteinaussoneidung dUserLtan":; ri^e ^7:::^ 

konnte verglexchsweise keinerlel Cysteinausscheidung 
nachgeviesen werden. Aus diesem Screening wurden 8 

.r::d":r:g:rLf ' ^wisc^en 

FUr die exakte Analyse der genetlschen Grundlage der 

MutanteT'"'"'"^"' Serin-Acetyltrans,erasen dieser a 

Mutanten vurden deren a^-strukturgene kloniert und deren 
DNS-Sequenz bestimmt. aeren 

Da die DHS-Sequenz des cygE-wi Idtyp-cens sowie die 
chro»,osomale Restriktionskarte der das cysE-Gen 
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,ur Klcnierun, der tUr die cystein-.nsens...ven ser.n 
;,cetyltransfsrasen kodierenden c^-Gene vmrde d . 
'"oLso^ale DNS der seleKtiarten R.vertanten vollstand.. 
Tit Pvull hydrolysiert. das ONS-Hydrolysat Ub.r e.n 
: paratives A.arcse^el au.,.«en„. und die DNS » 
L»Ln.ereich von 2 - 3 X. isoliert. Da. 
Hydrolysat wurde mit de. S.al-linear.s.erten und .xt 
aLalischer Phosphatase dephosphcry 1 ierten ■'^"-''--f 
;UC19 <erhSltli=h bsi der Fa. Boehringer Mannhex.) ..ttels 
T4 DNS-Ligase verknupft. 

Selektion a seleKtierten und die die 

Minimalmedium vorgenommen . Die sexei^ 

Minin.alme wirtsstaKm.es Konplementierenden 

Cystein-Auxotrophie d s ,,3,,,,,,„„3„„.ter das fUr 

: en e.:"ae;xic.e Spait.uste. au. <DenK und B.C.. 

t cen. Microbiol. m= " " ^-"^ - 

-rirnri:r::c:i:r 

Transfornanten ein .er serin- 

rciurnsUar; in^i....a.ten 
:^rz:::::^:^::sZZ^.. ..en.. . 

cystei- exa«en xdentif i.ierun, der ^u. EndproduKt- 

rsiste;^ tUhrenden ver.nderungen i. Stru.turgen der 

T ..=f.-Allele wurde deren DNS unter verwendung 
rr"sS is her OligonuKleotide seguenziert und die 
cysE-Gen spezifiscner u y cysE-wildtypgens 

-"^r r ri:rre::rercrde:"Nu:::oridse:uen.en erga. 

r r/o^geX .a.e.!e . .usa.™enge.a.ten .nterscKiede .^^^ 
DNS- und A^inosaureseguen. der «ildtypfor. (vgl. Fig. 5 u 
6) . 
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Tab. 2: Feedbackreslstente cysE-Allele. .ntstanden durch 
chemische Mutagenese 



cysE-Mutante 



Nukleotid- 
Austausch (Nr.) 



cysEII 

cysEIIl 

cysEVII 

cysEX 

cysEXI 

cysEXII 



cysEXIIl 
cysEXVI 



GGC->AGC 
GGT->GAT 
GCT->GTT 
ACG->GCG 
GGT->AGT 
ACG->GCG 
AAA->CAA 
GGC->AGC 
TTT->TTG 
GTT->GCT 
TTT->TTG 
GAT->GGT 
AAG->TAG 



(534) 
(716) 
(932) 
(721) 
(955) 
(721) 
(511) 
(934) 
(1023) 
(713) 
(1023) 
(971) 
(973) 



Amlnosaure— 
Austausch (Mr.) 

Gly238->Ser238 

Glyl65->Aspl65 

Ala237->Val237 

Thrl67->Alal67 

Gly245->Ser245 

Thrl67->Alal67 

Lys97->Gln97 

Gly238->Ser238 

Phe267->Leu267 

Vall64->Alal64 

Phe267->Leu267 

Asp250->Gly250 

Lys251->Stop251 



(MM) 



10 
10 
10 
50 
700 



Beispiel 2 

Erzeugung von Endprodukt-insensitiven Serin- 

in Beispiel l warden insgasamt 8 varschiedene cysE-AUela 
beschrlaban. die aufgrund von Basenaustauschen und da.lt 
e.nhargahendar Aminosaureverandarungen aina betrachtllche 

-rin-Acetyit.ans.e.asa gegenUba. de. 
inhibitor L-Cystein a.fwaisan. Diasa var^ndertan Enzy.a 
untarschaiden sich nlcht n.r in der Position dar zur 
Rasistanz fuhrendan AminosSuraausta.sche, scndern teilweise 
auch 1. „a8 dar SensitivitSt gegenUbar da. inhibitor L- 
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r„zyll. IM= 367 - 382. .escriebenen Metnode durcn^e.uhr.. 
Ausgangsplasmld fUr die Mutagen.sen wurde das in Fig. B 

1 15 Kb grol^e ci^-Wildtypgen in der EcoRI-Ba.HI 

Heidelberg, en.nMlt. Dieses " "^fj:^ . 

Methcde der PolymeraseKettenreaKtxcn (PCR) (Sax^x et a 

1588, science 219: 487 - 491, aus der .enc.xsonen ONS 
^ (ATTC 27325) ampXlf iz lert . 

SOU wildtypstaTOmes W3110 (fiTii. ' 

verwendet warden die OligcnuKleotxde aysE-t" 
(...ense-Primer") und ^-revX (SEQ ID NO: < -^-^^^^ 
Prir»er", . Die MuKleotidsequenz dieser Prx.er setzt sxch 
folgt zusaininen: 

cysE -fwl: (SEQ ID NO: 3) 

5 ' .aCCTGGATCCTGCAGTCGACCTGGCGCATCGC^CGGCG^-3 ' 

aer fett .arKierte .nteil entspric.t Basen 9-30 aus der 
cysE-DNS-Secuenz von Fig- 6. unterstrxchen xst dxe 
inkorporierte BamHI-Stelle . 

cvsE-revl; (SEQ ID NO: 4) 
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5 ' -GTAGGAGCTCTGCAGMTTCGGGTATCCGGGAGCGGTATTC-3 ' , 

der fett .arkierte Anteil entspricht Basen 1106-1126 aus der 
cysE-DNS-Seguenz von Fig. e, unterstrichen ist die 
ankorporierte EcoRl-stelle. 



Die PCR-Experi^ente wurd.n in 30 ZyKlen in Gegenwart von 20 
»M Deoxynukl^otidtriphosphaten (dATP, dCTP. dGTP dTTP, Z 
1 MM des entsprechenden oligonuKleotids, 100 n, Maxio-D^s 
Reakt.onspufter (10 Trls-HCl PH 8 , 3 , 50 KCl , i , 5 ^ 
«gci„ 0.01 % Gelatine, und 5 Einheiten einer hlt.es;abilen 
yent-DNS-Poly.era.e (Pa.Biolabs, in eine. Ther^ocycler 
(Gene-ATAQ-Controler. Fa. Pharmacia, unter folgenden 
Bedingungen durchgefuhrt: 96 "c, 1,5 min; 62 "c 1 min- 72 
•C 3 min. Das An,pllfiKationsproduKt wurde ™it Ba^HI und 
EcoRI nydrolysiert, Uber ein Agarosegel gereinigt und al. 

.15 kb groBes DNS-Frag.ent in den mit Ban,HI und EcoRI 
llneari.ierten Phagemld-Vektor Bluescriptll SK+ kloniert 
"obei das cysE-Plasmid pPC43 entstand (Fig. 8) . 

Die gewunschten Mehrf achmutanten wurden nach folgender 
Vorgehensweise erstellt: 

ILZl^^^^^^''^ cysE-IV-Allels: Doppeln,utante V^i^^^ ^ 



10 



'238 



Ausgehend vom c^sE-Wildtyp-Plasmid pPC4 3 wurde durch 
ortsspezifische Mutagenese unter Verwendung des 
Mutationsoligonukleotids c^^-Mut-i (SEQ id NO: 5) (Tab 3) 
zunachst an Position 238 an Stelle des Clycins ein Serin und 
m die dabex erzeugte cysE-Mutante pPC34 unter Verwendung 
des Mutationsoligonukleotids c^-Mut-3 (SEQ ID NO: 6) (Tab 
3) an Position 237 anstelle des Alanins ein Valin 
emgefuhrt, wobei das cxsE-IV-Allel entstand 
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2) Her.tellung d.s cysE-VIII-Allels: Doppelmutante Val^av * 

ir^ehen. vc. cysE-«ildtyp-Plas.id pPC43 vmrde d.rch 
ortsspezifische Mutagenese unter Verwendung des 
Mutationsoligonukleotids cME-Mut-6 (SEQ ID NO: 7) 
ZT 3) an position 256 «r das Methionin ein Isoleucxn 

.Jtels MutationsoUgonuXleotid cysE-Mut-3 ^^^^^^^'J 
(Tab. 3) anstelle des Alanins an Position 237 e.n Valxn 
eingefUhrt. Dabei entstand das Allel cysE-VIII. 

3) Herstellung des cysE-VI-Allels: Doppelmutante Ser^jS - 

VXl cysE-I-Allel (Mutant. Ile^^e, w-de .it HUte des 
LtationsoiigonuKXeotids ^-Hut-i (SEO ID NO: 5, (Ta. 3, 
an position Z3S anstelle des olycins ein Ser.n exngefuhrt, 
wobei das cysE-VI-Allel entstand. 

„„=p-v-allels: Dreif achmutante Val237 + 
4) Herstellung des cysE-V-Aiieis. 

r^rcy::!"-AUei <Ooppe..utante ^-237 ^ - 3a, w^^rde 
mit Hilfe des MutationsoUgonuKlcotlds a«E-Hut-6 (SEQ 
HO- 7 (Tab. 3, das Methionin an Position 25S durch e.n 
XsoiILL ersetzt. Dabei entstand das cysE-v-Aiiel . 

XT VTV-Ailels: Doppelmutante Alaigv + 
5) Herstellung des cysE-XlV-Alieis . u 

TsXa vo. AXlei cysE-Dei2S3 (vgi. Beispiel 3, wurde 
.nter Verwendung des MutationsoligonuKleot.ds cysE-Mut iO 
<SEQ ID no: S) (Tab. 3) an position 

Threonins ein Alanin eingefUhrt. wobex das cysE-XIV AUel 
entstand . 
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ILlI,"""""^ cysE-xvll-AUels. Doppel.utant« Asp^.^ . 

Ausgehend von oysE-Ill-AUel (Mutante Aspig, vgl Beist>i»l 

NO. 8) (Tab. 3) die AninosSure Threonin an Position 167 
durch ein Alanin .rsetzt. Hierbei ent.tand das Allel cysE- 

Ivar"*!'^""' cysE-XXIIl-Aiiels: Drelf ach^utante Ala^,, 
+Val237 + Ser238 

in das cysE-IV-All.l (Doppel.utante Val„,.s«233, wurde 
unter verwendung des MutationscligonuKleotids lylLZT-lo 
(SEQ ZD no: 8, (Tab. 3, an Position lev ansteXl. des 
entlL'r -"^efUbrt, wobei das cysE-XXIII-Allel 

Die KorreRtheit der eingefUbrten Mutatlonen wurde durch DNS- 
seguenzanalyse des gesa.ten Stru.turgens der jaweiligen 
Mutante oberpra.t. Eine Cbersicnt der ^.-Mebr.acbltanten 
fmdet sich in Tab. 4. 

Fur die Bestimntung der biochemischen Parameter wie 
Enzy^aktivitat und Hem.3constante Ki wurde analog zu der 
Beschreibung in Beispiel 1 vorgegangen 



BN80OCID:,aWD_g716e7a*l I 
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Tab. 4: Feedbackresistente cysE-Allele, entstanden durch 
gezielte ortsspezif ische Mutagenese 



cysE-Mutante 



cysEIV 



cysEV 



cysEVI 



cysEVlii 



Nukleotid- 
Austausch (Nr.) 

GCT->CTT(932) 
GGC->AGC(93 4) 

GCT->GTT(93 2) 
GGC->AGC(934) 
ATG->ATA(990) 

GGC->AGC(934) 
ATG->ATA(990) 

GCT->GTr(932) 
ATG->ATA(990) 



Aminosaure 
Austausch (Nr.) 

Ala237->Val237 
Gly238->Ser238 



Ala237->Val237 lo 

Gly238->Ser238 

Met256->lle256 

Gly238->Ser238 lo 
Met256->Ile256 

Ala237->Val237 30 
Met256->Ile256 



Ki(AtM) 



cysEXIV ACG->GCG(721) Thrl67->Alal67 

ATG->TAG (988+989) Met256->Stop256 



>1000 



cysEXVII 



GGT->GAT(716) 
ACG->GCG(721) 

ACG->GCG( 721) 
GCT->GTT(9 32) 
GGC->AGC(9 34) 



Glyl65->Aspl65 
Thrl67->Alal67 

Thrl67->Alal67 
Ala237->Val237 
Gly238->Ser238 
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Beispiel 3 

Erzeummg von Endprodukt-insensitiven Serxn- 
rcety!^!nsferasen durch Kontrollierte VerXUrzung des 
Carboxy-Terminus des Enzyms mittels PGR 

rrre:^rr:r.::;/rcLL.no.o,.e .... .. a... .ss. 

c n.. 239- 487 - 491) unter Verwendung geeigneter 

PCK-ProduK.. in ein geeignetes Plas.i.-/W.r«sy..e. 
kloniert. 

^o,- in Tab 5 darqestellten oligonulcleoticl- 
Onter verwendung der in Tab. 5 q g 
primer wurden aus der ganoBischen DNS des 
rildtyp.ta»™es W3110 «MTC 27325, cvsE-Mutanten Bit 

Jvter.inaien Oeletionen 
hergestellt, die in Tab. 6 zusammengestellt sxnd. 

Tn 7vklen in Gegenwart von 200 
Oie PCH-Experi.ente wurden ^-'^^TloT.. d=TP, dTTP, , le 
^„ Deoxynukleotidtrrphosphaten (dATP, dc 

1 der OligonuKleotide des "sense-Prxmer" a-E '^^^ 
10 no: 9, und de. entsprechenden ..antisense-Pri.er- (SEQ ID 

durchgefuhrt: 96 »C, 1,5 mm; 62 C 1 mxn, 
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CilsE-LHfwl (SEQ ID NO: 9) 



5 ' -TGGACCAGAGCTrTr^GCrroGCGCATCGCTTCGGCGTTG-3 ' 

Der fettmarkierte Anteil entspricht Basen 9-30 der cysE- 
Sequenz von Fig. 6, unterstrichen ist die inkorporierte 
BstXI/SacI-Stelle. porierte 

Das nach A.plif ikation entstandene Produkt wurde .it den 
Enzyn,en SacI und Nsil hydrolysiert , anschliefiend uber ein 
Agarosegel gereinigt und das jeweils isolierte cysE-DNA- 
Fragment in den mit Sad und Nsil linearisierten Vektor 
pACVCia4-.H /OSM iOi..) ^ 

J^TsTcTsZl ^^"^ Cystein-auxotrophen cysE-Sta.. 

^15 (CGSC#5042) transf ormert und die Selektion auf 
Cystein-freiem, Tetracyclin-haltigem (20 n,g/l) 
Minima Imedium vorgenommen . 

Oie aus dieser Klonierung hervorgegangenen Plas,.ide v^rd.n 
^ntsprechend ihres Deletionsau.maBes als pACyci84/cysE-Del 
beze.chn.t ,vgl. Pig. , ^ur Plas.idKarte, . Die Besti..ung 
der enzy.ataschen AKtivitat und der He^konstante Ki sowie 
der KreuzfUtterung.test v^rden analog der Beschrelbung in 
Bexspiel 1 vorgenc^en. Die KorreKtheit der eingefUhrten 
Deletionen wurde durch DNS-Seguenzanalyse bestStigt. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 6 
zusammengestellt . 



.BNSOOCID:<MO_j7iSa7aAl I ^ 
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Der fett .arkierte Anteil entspricht den jeweiligen Basen in 
der Sequenz der Fig. 6, unterstrichen ist die Nsii- stelle 

Tab. 6: Feedbackresistente cysE-Allele, entstanden durch 
carboxyterminale Deletionen 



cysE-Mutante 



Anzahl deletier- 
ter Aminosauz-en 



Terminale 
Aininosauz*en 



cysE-Del271 


2 


Asp2 71 


0 


cysE-Del270 


3 


Gly270 


0 


cysE-Del268 


5 


Glu268 


0 


cysE-Del263 


10 


Ile263 


0 


cysE-Del259 


14 


His259 


7,5 


cysE-Del258 


15 


Gln258 


5 


cysE-Del257 


16 


Asp257 


7,5 


cysE-Del256 


17 


Met2 56 


12, 5 
30 


cysE-Del255 


18 


Asp255 


cysE-Del250 


23 


Asp250 


20 


cysE-Del249 


24 


Ser249 


15 

12,5 
0 


cysE-Del248 


25 


Asp248 


cysE-Del245 


28 


Gly245 


cysE-Del239 


34 


Val239 


0 


cysE-Del227 


46 


Leu2 2 7 


0 



Beispiel 4 

Transformation eines E. coli-Wirtsstammes mit veranderten 
Serxn-Acetyltransferasen zur UberproduJction von L-Cystein 
bzw. L-Cystein-verwandten Produkten in Schuttelkolben 

Fiir die Produktion wurde der Vektor pACYCl84-LH, der sich 
durch eine niedrige Kopienzahl auszeichnet, verwendet 
Hxerfiir wurden die cysE-Gene auf den Plasntiden aus den 
Beispielen 1 und 2 durch PGR amplif iz iert . 
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Die PCR-ExperiBente warden in 30 ZyKlen in Gegenwart von 
Lo.M oeoxynuKlectidtrphosphaten (dATP, dCTP. dGTP dTTP , 
je 1 ^« der oligonulclectide de= "sens.-Pri^er" cysE-Uifwl 
(SEQ ID no: 9) und des entsp«chenden "antisense Prin,ar 
lysE-LHrevl (SEQ ID NO: 24), 10 n, 3.«eilige ^l"-^"™^ 
PeaKtionspu^er (10 Tris-HCI pH 8,3. 50 ^ - ' ; ^ 
Mgcl,, 0,01 % Gelatine) und 5 Einheiten exner hitzestabUen 
vent-DNA-Poly^erase (Fa. Biolabs) in einem Ther^ocycler 
(Gene-ATAQ-Controler. Fa. Pharmacia) unter folgenden 
Bedingungen durchgef uhrt : 96=C, 1,5 .in; 62.C. 1 m.n; C 
3 min. 

cysE-LH£wl (SEQ ID NO: 9) 

5 . .TGGAC£AGAGSlSTSGCTGGCGCATCGClTCGGCGTrG-3 ' 

Die unterstrichenen Basen entsprechen den ^^-^-P-^^^^" 
Bestriktionsschnittstellen BstXI und sad, die restlichen, 
"tt gedruccten Basen entsprechen Position 9-30 der cysE- 
Sequenz von Fig. 6. 



cysE-LHrevl (SEQ ID NO: 24), 

5 ' -CTCGMIGCATTACGTAGGGGTATCCGGGAGCGGTATTG-B ' 

Die unterstrichenen Basen entsprechen der inXcrporierten 
Restriktionsschnittstellen Nsil, die restlichen, fett 
redrucKten Basen entsprechen Position lioe - 112. der cysE- 
Sequenz von Fig. 6. 

Das nach der A^pUfikation entstandene PrcduKt wurde mit den 
En'y^en Sad un! Nsil hydrolysiert. anschlleBend Uber exn 
"gel gereinigt und das Jewells isolierte cysE-DKA- 
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Fragment in den mit SacI und Nsil linearisierten Vektor 
PACYC184-LH (DSM 10172) ligiert. 

Der jeweilige Ligaseansatz wurde in den cysteinauxotrophen 
cysE-sta.. JM15(CGSC#5042, transf or.iert und die Selektion 
auf cysteinfreien., tetracyclinhaltigem (20 mg/L) 
Minimalinedium vorgenommen . Die aus dieser Klonierung 
hervorgegange Reihe an f eedbacJcresistenten cysE-Plasmiden 
wurde als pACYCl84/cysE (vgl. Fig. 9) bezeichnet, wobei 
wurdi entsprechenden cysE-Allelnumn,er versehen 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der 
Hemmkonstante Ki sowie der Kreuzf utterungs^est wurden analog 
der Beschreibung in Beispiel l vorgenommen . 

Zur Bestimmung der Produkt ionskapazitat in Fltissigmedium 
wurden 20 ml des Standardproduktionsmediums mit einer 
Exnzelkolonie beimpft und 48 stunden bei so-c und 170 Upm 
mkubiert. Das Produktionsmedium bestand aus 15 g/L Glucose 
0,08 g/L Bactotrypton, 0,04 g/L Hefeextrakt, 5 mg/L Vitamin' 
Bl, 3 g/L KH2PO4, 12 g/L K2HPO4 , 0,3 g/L MgS04 X 7 H.O, 0 1 
g/L NaCl, 5 g/L (NH4)2S04, 14,7 mg/L CaCl^ x 2 H^O, 2 mg/L 
FeS04 X 2 1 g/L Na3 Citrat x 2 H,0, 5 g/L U.,s,0, x 5 

H2O, 1 ml/L Spurenelementlosung, o,025 mg/L Tetracyclin. Die 
Spurenelementlosung setzte sich aus 0,15 g/L Na2Mo04 x 2 
H2O, 2,5 g/L H3BO3, 0,7 g/L CoCl^ X 6 H^O, 0,25 g/L CUSO4 X 
5 H2O, 1,6 g/L MnCl2 X 4 H2O und 0,3 g/L ZnS04 x 7 H,0 
zusammen. Nach 24 und 48 Stunden wurde jeweils eine Probe 
(10 /il) entnommen, entsprechend verdunnt und im zellfreien 
Uberstand die Produktkonzentration calorimetrisch nach 
Caitonde, M. K. (1957), Biochem. ^, ^27-533, bestimmt. 
Fur den mxt unterschiedlichen c^isE-Mutanten transf ormierten 
Produktionsstamm JM15 wurden dabei Konzentrationen zwischen 
50 und 300 mg/L an Cystein gemessen. 
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Beispiel 5 . ^ ^ 

Konstruktion chrcosomal kodierter. £«edl«ckresxstenter 
cysE-Allele mit Hilfe eines rekonO-inanten »-Prophagen «i.d 
produktion von L-Cystein Oder L-cystein-abgeleiteten 
Produkten in 1 L-Fermenter 

zur integration in die chromosomale "attachment site" (attx) 
wurden die cysE-Allele cysEIV, cysEX und cysEXI in das 
Plasma PRS551 (Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96) 
Kloniert. Dazu wurde das ^eweilige cysE-Allel durch PCR aus 
den, entspreohenden cysE-Plasmid amplif iziert. Die 
vervendeten oligonuKleotide oysE-fwl .nd cysE-revl sind in 
Beispiel 1 beschrieben. Die Amplif i.ierung ertolgts wie in 
Beispiel 3 beschrieben. Die erhaltenen Fragmente vurden Bit 
EcoRI/BamHI gespalten, uber ein Agarcsegel gereinigt und in 
den EcoRI/BamHI gespaltenen Vektor pRS551 ligiert. 
Hierbel entstanden die auf dem Vektor pRS551 basierenden 
rekombinanten Plasmide pRScysEIV, X und XI. 

ourch die Herstellung eines Plattenlysats au, eine. pRScysE- 
tragenden recA^-staBm (z.B. VMC9, ATCC 3397) mit dem .RS45- 
Phagen wurde in vivo durch horologe Bekombination ein 
heterogenes lambda-Lysat erzeugt, das neben XRS45-Phagen 
auch reKombinante cysE-Allele-tragende XRS45-Derivate 
enthielt (Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96). 

zur selektion auf die rekombinanten RS4 5-Derivate --^^ 
cysE-Stamm JM15 verwendet, der mit dem heterogenen lambda- 
Lysat inflziert und anschlieSend auf Kanamycin-haltigen (25 
mg/L) LB-Platten plattiert wurde. Die erhaltenen ^V-^--- 
Kanamycin-resistenten Klone wurden dann auf ihre Fahigkeit 
getestet, auf Minimalmediumplatten ohne cystein - 
Ein jeweils cystein-prototrcphet Klon wurde ausgewahlt und 
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fur die Herstellung eines hoDogenen cysE-A -Lysats (durch UV- 
induktion, Simons et al., 1987, Gene 53: 85-96) verwendet. 

Hit diesen jeweils erhaltenen homogenen cysE-A-Lysaten wurde 
der Stamm JM 15 infiziert. Die daraus hervorgegangenen 
Stamme JMlSattA : : cysE, wurden, wie in Beispiel 6 
beschrieben, f ermentiert . Die jeweiligen Medien enthielten 
anstelle von Tetracyclin als Selektionsagens jeweils 25 mg/L 
Kanamycin. 

Die Ausbeuten an Cystein lagen mit cysEIV bei 0,5, mit cysEX 
bez 1,8 und mit cysEXI bei 2,1 g/L (vgl. Tab. 7). 



Beispiel 6 

EinfiuB von verschiedenen, plasinidkodierten cysE-Allelen auf 
dxe Produktion von L-Cystein oder L-Cystein-abgeleiteten 
Produkten im l L-Fermenter unter Verwendung des Wirtsstamines 



20 rah, in einem 100 nL Erlenmeyerkolben befindliches LB 
Mediu. (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl) wurden mit 
einer Einzelkolonie des mit dem jeweiligen cysE-Plasmid 
transformierten Produktionsstammes JM15 (CGSC#5042) beimpft. 

Nach 7-stundiger Inkubation im Bakter ienschutt ler (150 rpm 
30OC) wurden die jeweiligen Vorkulturen in 100 mL SMI-Medium 
uberfuhrt. Das SMI-Medium enthielt 5 g/L Glucose, 5 mg/L 
Vitamin Bl, 3 g/L KH2PO4, 12 g/L K^HPO^ , 0,3 g/L MgSO^ x 7 
H2O, 0,1 g/L NaCl, 5 g/L (NH4)2S04, 14,7 mg/L CaCl^ x 2 H,0 
2 mg/L FeS04 x 2 H2O, 1 g/L Na3Citrat x 2 H2O, 1 ml/L 
Spurenelementlosung, 25 mg/L Tetracyclin. Die 
Spurenelementlosung setzte sich zusammen aus 0,15 g/L 
Na2Mo04 X 2 H2O, 2,5 g/L H3BO3, 0,7 g/L C0CI2 X 6 H2O 0 25 
g/L CUSO4 X 5 H2O, 1,6 g/L MnCl2 X 4 H2O und 0,3 g/L'znSO^ 
X 7 H2O. Die Kulturen wurden in 1-L-Er lenmeyerkolben bei 3o° 
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C tur 17 h mit 150 rpin gesohiittelt. Nach dles.r Inkubatxon 
betru, die OD^oo «is-hen 4 und 5. Die weitere Fer.entat.cn 
wurde in Forschun,sf er^entern BIOSTAT M der Firma Braun- 
Melsungen durchgef uhrt . Ein Kulturgetali mit 2 L 
Gesamtvolumen wurde benutzt. 

Das Fern,entations.ediuB enthielt 15 g/L Glucose, 5 9/^ N^"' 
0,3 g/L Mgso, X 7 H^o, 15 .g/L caci, x 2 H,o, 75 „g/L Feso, 
X 7 H,o, 1 g/L Na3Citrat x 2 H^o, 1,5 g/L KH^PO^, 1 .1 
Spurenele.entlosung(siehe oben, , 5 .g/L vita.in Bl 2,5 g/L 
Hefeextrakt (Dlfco) , 2 , 5 g/L Trypton (Difco) und 25 .g/L 
Tetracyclin. 

Die GlucoseKonzentration i. Fermenter wurde zu Beginn durch 
zupu^pen einer 700 g/L («/v, Glucoselosung < sterilisxert) 
Lf einen «ert von 15 g/L und der pH-Wert dure. ^upu.pen von 
25% NH,0H-L5sung auf 7 , 0 eingestellt. Nach Erre.chen e.ner 
0D600 von 10 wurde aus einer sterilen 100 g/L w/v) 
Tniosultat-Sta..losung 300 .g pro Stunde zugefuttert. 100 .L 
vorlultur wurden zu. Ani.pfen in das Fer.entergefS« gepu.pt. 
Das An«angsvolu.en betrug ca. 1 L. Die Kulturen wurden 
zunSchst ™it 400 rp. gerUhrt und .it 1 , 5 e.ner uber 

einen Sterilfilter entkei.ten PreSlutt begast. Die 
Fer.entation wurde bei einer Te.peratur von 30"C 
durchgef iihrt. 

Der pH-Wert wurde durch auto.atlsche Korrektur .it 25 % 
NH„OH auf sine. Wert von 7,0 gehalten. Die 
sauerstotfsattigung in der Fer.entationsbruhe -^^^^ J" 
Keine. ZeitpunKt der Fer.entation unter 20 * abtallen, sie 
wurde uber die RUhrgeschwindigkeit kcntrolliert. 
in .wei- bis dreistundige. Abstand wurden der Glukosegehalt 
der NHhrl^sung, die optische Dichte und der Cysteingehalt 
ern,ittelt. Die Besti..ung des Glukosegehalts ertolgte 
enzy»atisch .it Hilfe eines Glukoseanalysators der Fxr.a 
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YSI. Die Glukosekonzentration wurde durch kontinuierliche 
Zufuttern zwischen 10 und 20 g/L eingestellt. 

Der Produktgehalt des Mediums wurde aus den, zellfreien 
Uberstand der Probe calorin,etrisch nach Gaitonde, M K 
(1967), Biochem. J. 104, 627 - 633, bestimn,t. 

Nach 44-50 h wurde die Fermentation abgebrochen. Die 
produzierten Cysteinmengen in g/L nach 48 h sind in Tabell 
7 zusammengefafit . 

Tab. 7: cysteinausbeute des Produktionsstammes JM 15 
transformiert mit unterschiedlichen cysE-Allelen (il' 
Fermenter) 



Cysteinausbeute [g/L] 
[48 hj 



pACYC184/cysEIV 


1,6 


pACYC184/cysEV 


1,3 


pACYC184/cysEVI 


1,4 


pACYC184/cysEX 


3,4 


pACYC184/cysEXI 


3,4 


pACYC184/cysEXII 


1,2 


pACYC184/cysEXIV 


2,3 


pACYC184/cysEXV 


3,0 


pACYC184/cysEXVI 


2,2 


pACYC184/cysEXXIII 


2,7 


pACYC184/cysEDel255 


3,9 



Beispiel 7 

Produktion von L-Cystein oder L-Cystein abgeleiteten 
Produkten mit Corynebakterien 

Die feedbackresistenten cysE-Allele cysEIV, cysEX, cysEXI 
und cysEXIV (vgl. Tab. 2 in Beispiel i) wurden mit den 
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Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI (Fa. Boehringer 

das jeweils 1,15 Kb gro6. DNS-Frag^ent uber exn Agarosegel 
gerelnlgt und isoUert. Das jeweiUg. DNS-Fragment wurde 
L.ch ElnwirKung des Kleno„-Frag.ents de. ONS-Poly-erase I 
aus F- coll (Fa. Boehringer Mannhel.) glattendig ge^acht^ 
D«r vektor pWSTl wurde mit dem Restriktionsenzym SBal (Fa. 
Boe.ringer Mannhei.) hydrolysler. und .it d.. .^^"endigen 
DNS-Frag.ent nittels T4 DNS-Ligase verKnupft. Der VeXtor 
pWSTl ilt ein E.coli/corynebaKterien-SchauKelvektor und Kann 
slohl in - ccrynsbakeri^n repliz.aran. 

IJs coryne^Z^i^ll^ RepUKon dieses VeKtors sta,n.t aus de. 

Lrdynebaceriu. glu.a.icu. .TCC ^Jt^^" 
des vektors pWSTl ist in us-A-4 , 965 , 197 beschrieben. Der 
."ationsansatz wurde benutzt. die fUr Cystein auxotrophe 
„uLte a«15 zu «ansfor.leren. ■'iV'^--^-^"^^^"/"^,,,,, 
Plasnide wurden entsprechend ihrer xnsertierten cysE Allele 
pisTl-cysEIV, pWSTl-cysEX, pWSTl-cysEXI und p«STl-cysBXIV 
bezeichnet . 

Die pWSTl-cysE-Plasmide wurden benutzt, urn das 
C rynebacteriu. gluta„icu„ ATCC.1S51 zu "ans£or»ieren^ .e 
Transformation erfclgte Uber EleKtroporaticn "-'^ ^ 
Liebl, W. et al., 1989, FEMS Microbiol. Letters. 65, 299 
ausfuhrlicb geschilderten TechniK. Die ^^l^'^^-" 
reKombinanten Klone erfolgte Uber die plasmidkodierte 
rekombin Agarplatten .nit 25 mg/L Kanamycin. 

Kanamycinresistenz aur AgatHio 

Die Fermentation erfolgte analog den in Beispiel 6 
b scbriLenen Bedingungen .it der Ausna.me, anstelle vo„ 

Tetracyclin Kanamycin in der Konzentratxon von 50 mg/L 
SelektionsantibiotiKum verwendet wurde. 
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in der Fermentation zeigte sich, dafl der stamn,, der das 
cysBxi-«iel au, eine™ P.as.id t..,t, die hacsten Cysteir 
Ausbeuten erreicht. ysteir 
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SEQUEN Z PROTOKOLL 



) ALLGEMEINE ANGABEN: 

fi^ ANMELDER: ^ . 

(A) name: consortium fuer elektrochenische Industrie, 

GmbH 

(B) STRASSE: Zielstattstr . 20 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUNDESLAND: Bayern 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 81379 

(G) TELEFON: 089/748440 

(H) TELEFAX: 089/74844350 

(I) TELEX: 5215553 cons d 

rii. BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur Herstellung von 
' ' O-rcetylserin L-Cystein una L-Cystein-verwanCten ProduKten 

(ill) ANZAHL DER SEQUENZEN: 25 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) software: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide-. 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT; 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-fwl 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1; 
GCCTGGATCC TGCAGTCGAC CTGGCGCATC GCTTCGGCGT GG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 41 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleoti. 
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(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-revl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GTAGGAGCTC TGCAGAATTC GGGTATCCGG GAGCGGTATT G 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) bESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Mut-1 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GCCGCTAGCG TTCCGGCT 



wo 97/15673 

PCT/EP96/046I3 

- 47 - 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART; Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 

(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) ; cysE-Mut-2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CGTCGTTGAT GAACGGCG 

18 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-3 



(xi) sequenzbeschreibung: seq id no: 5: 

2 

CCGCCGCATA CCACCGCCGT T 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = ..oligonucleotide" 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Mut-6 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
CCATCAATGG ATATAGACCA GCAT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKiiLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Mut-10 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GTCGTTGGTG AAGCGGCGGT GATT 

24 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-LHfwl 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 
TGGACCAGAG CTCTGGCTGG CGCATCGCTT CGGCGTTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) iJiNGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleot: 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del270 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC CCATACTCAA ATCTATGGTT AATACC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetii 
CB) CLON(E): cysE-Del268 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

CTCGATGCAT TACGTATTAC TCAAATGTAT GGTTAATACC GTTGAA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 6 Basenpaare 
fB) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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ii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del263 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
CTCGATGCAT TACGTATAAA ATACCGTTGA AATGCTGGTC CATATC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKijLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) bESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del259 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TGCTGGTCCA TATCCATTGA TGGCTT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

CA) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide.. 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del258 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC TGGTCCATAT CCATTGATGG cttatc 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide.. 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del257 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG TCCATATCCA TTGATGGCTT ATCGCTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

beSCHREIBUNG: /desc = ..oligonucleotide 



(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del256 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC ATATCCATTG ATGGCTTATC GCTGTC 
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBQNG: /desc = "oligonucleot 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: syntheti- 

(B) CLON(E): cysE-Del255 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TCCATTGATG GCTTATCGCT GTCTGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



46 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: syntheti< 

(B) CLON(E): cysE-Del250 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ id no: 17: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA TCGCTGTCTG GTTTACCGAC AATACG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = .'oligonucleotide 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: syntheti 

(B) CLON(E): cysE-Del249 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG CTGTCTGGTT TACCGACAAT ACGAGC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKOls: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide 



(Vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Del248 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
CTCGATGCAT TACGTATTAG TCTGGTTTAC CGACAATACG AGCCGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



BN8DOqD:<WD_j7,s87a>^ I 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del245 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ id no: 20: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA CCGACAATAC GAGCCGGAAC GCCAGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ id no: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKiiLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-Del239 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 
CTCGATGCAT TACGTATTAA ACGCCAGCGG CGGTGGTATC CGGCGG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 46 Basenpaare 
CB) ART: Nucleotid 
(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E) : cysE-Del227 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
CTCGATGCAT TACGTATTAC AGCACCACGG AACCTGCGCC AATCTT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



■ »^pCID:<WO_j»7168ra*1 I 
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vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: synthetic 

(B) CLON(E): cysE-LHrevl 



(xi) sequenzbeschreibung: seq id no: i 

CTCGATGCAT TACGTAGGGG TATCCGGGAG CGGTATTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 273 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFQRM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia co 

(B) STAMM: W3110 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Met ser Cys Glu Glu Leu Glu He Val Trp Asn Asn He Lys Ala Glu 
5 10 15 

Ala Arg Thr Leu Ala Asp Cys Glu Pro Met Leu Ala Ser Phe Tyr His 
'° 25 30 

Ala Thr Leu Leu Lys His Glu Asn Leu Gly Ser Ala Leu Ser Tyr Met 
40 45 

Leu Ala Asn Lys Leu Ser Ser Pro He Met Pro Ala He Ala He Arg 
55 60 

Glu val val Clu Glu Ala Tyr Ala Ala Asp Pro Glu Met He Ala Ser 

Ala Ala cys Asp He Gin Ala Val Ar, Thr Arg Asp Pre Ala Val Asp 
85 90 95 

Lys Tyr ser Thr Pro Leu Leu Tyr Leu Lys Gly Phe His Ala Leu Gin 

Ala Tyr Arg He Gly His Trp Leu Trp Asn Gin Gly Arg Arg Ala Leu 
"5 120 

Ala He Phe Leu Gin Asn Gin Val Ser Val Thr Phe Gin Val Asp He 
"° "5 

His Pro Ala Ala Lys He Gly Arg Gly He Met Leu Asp His Ala Thr 
150 

= = 160 
Gly He val val Gly Glu Thr Ala Val He Glu Asn Asp val ser He 
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.eu Oln S.. val Thr Leu 0,y =ly T.r =lv .y. Gly Cly .^P 

180 

His pro Lys Xle .r, =lu =ly v.. Met IXe Oly Gly Ala Lys ne 

195 "0 

.eu Oly .sn lie clu Val Gly Gly .la Lys He Gly .la Gly s.r 

215 ^ 

210 

val val 1.U Gin Pro Val Pro Pro His ..r X.r .la .la Gly Val Pro 
225 

Tv^r, cit^r ASD Lvs Pro Ser Met Asp Met 
Ala Arg He Val Gly Lys Pro Asp Ser Asp Ly 
245 250 

.sp Gin HIS Pne .sn Gly Xle .sn His T.r Pne Glu Tyr Gly ..p Gly 

260 266 



He 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1135 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia 

(B) STAMM: W3110 
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fvii) UNMITTELBARE HERKUNPT: 
(B) CLON(E) : pPC4 3 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 



TCCGCGAACT 


GGCGCATCGC 


TTCGGCGTTG 


AAATGCCAAT 


AACCGAGGAA 


ATTTATCAAG 


60 


TATTATATTG 


CGGAAAAAAC 


GCGCGCGAGG 


CAGCATTGAC 


TTTACTAGGT 


CGTGCACGCA 


120 


AGGACGAGCG 


CAGCAGCCAC 


TAACCCCAGG 


GAACCTTTGT 


TACCGCTATG 


ACCCGGCCCG 


180 


CGCAGAACGG 


GCCGGTCATT 


ATCTCATCGT 


GTGGAGTAAG 


CAATGTCGTG 


TGAAGAACTG 


240 


GAAATTGTCT 


GGAACAATAT 


TAAAGCCGAA 


GCCAGAACGC 


TGGCGGACTG 


TGAGCCAATG 


300 


CTGGCCAGTT 


TTTACCACGC 


GACGCTACTC 


AAGCACGAAA 


ACCTTGGCAG 


TGCACTGAGC 


360 


TACATGCTGG 


CGAACAAGCT 


GTCATCGCCA 


ATTATGCCTG 


CTATTGCTAT 


CCGTGAAGTG 


420 



=T«AA<=«0 CCTACGCCac T=ACCC==« .T^TCOCCT CTCCCGCCT^ lOATATTCAC 
=C=OT<=COTA CCCOCGACCC COC^TCC.T AAATACTCAA CCCCOTTCTT ATACCTGAAC 
CGTTTTCATG CCT^CAOCC CTATCOCATC ..TCACTCCT TC.OGAATCA OOOaCTCC 
=CACTG=C« TCTTTCTOCA AAACCAC.„ XCTGTCACOT TCCACCTCOA TATTCACCCO 
=CAOCAAAAA TTGCTC<=CCO TATCATGCTT CACCACOCOA CAOCCATC=T COTTSOTGAA 
ACCCCGCTOA TTCAAAACCA CCTATCCATT CT=CAATCT= r.AC.CTTOG COCXACOGCT 
AAATCTOCTC GTCACC.TCA CCCGAAAATT CCTCAAOGTO TGATOATTGO CGCOaGCGCO 



600 
660 
720 
780 
840 
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AAAATCCTCG 


GCAATATTGA 


AGTTGGGCGC 


GGCGCGAAGA 


TTGGCGCAGG 


TTCCGTGGTG 


900 


CTGCAACCGG 


TGCCGCCGCA 


TACCACCGCC 


GCTGGCGTTC 


CGGCTCGTAT 


TGTCGGTAAA 




CCAGACAGCG 


ATAAGCCATC 


AATGGATATG 


GACCAGCATT 


TCAACGGTAT 


TAACCATACA 


1020 


TTTGAGTATG 


GGGATGGGAT 


CTAATGTCCT 


GTGATCGTGC 


CGGATGCGAT 


GTAATCATCT 


1080 


ATCCGGCCTA 


CAGTAACTAA 


TCTCTCAATA 


CCGCTCCCGG 


ATACCCCAAC 


TGTCG 


1135 
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r>aiRNAnON/U.ES FORMBLATT 



Consortium ftir elekcrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr . 20 
81379 Munchen 

LEBENSFAHIGKEITSBESCHErNIGUNG 

ausgestellt eemaO Regel 10.2 von der uncen angegcbenen 

rNTERNATIONAXEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



i. HINTERLEGER 


II K£NN2EICHNUNG DES MIKROORGANTSMUS 


Name: Consortium fur elektrochem . 

Industrie GmbH 
Anschrift: Zielstattstr . 20 

813 7 9 Munchen 

— — _ 


Von der rNnTRNATIONAI.EN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteille EINGANGSNUMMER. 
DSM 10173 

Danim der Hinteriegung oder Weuerleitung': 
1995-08-18 



in. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die LebensfShigkeit des unter II genannten Mikroorgan.smus ,st an, 1 9 9 5 - 0 8 - 1 8 • gep™ft w 

Zu diesem Zeitnunlrr war kA;\^, ; * ^ 



(XV lebeniflhig 

( )' nicht mehr lebensfahig 



BEDrNGWGEN. LWTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFL'NG DURCHGEFUHP.T WORDEN i: 



V. fNfTCRNATlONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
NQKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



jr Vertrerung der tniemationalen Hinterlegungssie 
der des (der) von ihr ermlchligten Bedienjteten: 



Dacum: 19 95-08-23 



Angabe des Daturm der Ersdiinierlegung. Wenn e 
der jeweils lemen emeuicn Hinierlegung Oder We 
In den in Regel 10.2 Buchsiaoe a Ziffer li und ill ' 
ZutreiTendes ankreuzen 

Ausfilllen. wenn die Ansaben beaniragi wordcn sii 



'orgenommen worden isL .Ajigabe des Darums 



.-orgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfihis 
Id und wenn aie Ergebnisse der Pruftjng negaiiv wa 



Fomiblan DSM-BP/9 (einzige Sei(e) 07/94 



»gO«ft<WO_J»yiSB73*1 r > 
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tNTERNATIONALES FORMBL^TT 



consortium fur eiekcrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr . 20 
813 79 Munchen 



EMPFANOSBESTATOUNG_BE>E|^TH^^ 
ausgestelll gematt Regel 
INTCRNATIONALEN Y 



K£NNZEICHNUNG DES M1KROOR0AN1SMUS 



Vom HIKTERIEGER zugeieiUes Beiugsteichen: 
JM39 



von dcr IKTERNA-nONALEN HI>nTRLEGUNGSSTELU 
lugeteilu EINGANGSNUMMER; 



DSM 10173 



eingereicht. 

(Zutfefftndes ankreuien). 



(X ) eine w.ssenschafUiche Beschre.bung 

(X ) eine vorgeschlagen. monomische Bcz^ichnung 



III. EfNGANG UND ANNAHME 

Diese intemauofiale Hinierlegungsstelle 
Etsthimerlegung)' eingegangen ist. 



te.chneten Mikroorganismus an. dcr 



eiihram 1995-08-18 (Datum del 




^ ' ' i" Hmtetlewnisscelle am evngegangen tDatum der Ew- 



rNTERNATlONALE HINTERJ.EGUNGSSTELLE 



Anschnft: Mascheroder Weg lb 
0-38 124 Biaunschwcig 



' Falls Regel 6.4 Buchsiabe d zutrifft ist die 
Formblatt DSM-BP/4 (cinz.ge Se.te) 07/94 



. d« lur veruemn- der .ntemat.onalen Hm«rlegun?sstelle 
Untenchnftfen) d« zur . cmacM.gten Bediensieten: 

befugien Person(en) Oder des (aerj von 

Datum: 1995-08-23 



us e,ner ,mema..onalea H.n.er.cgung.sieile «.^vo^be^ w 
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i. Freigabeerkfiirunq 

'iid (lt\ Hinitfifgungtinttitut 



Deutsche Sanunlung von Hikroo rga n i si 



Hascheroder Weg lb. 3300 Braunschwpin 

viderrutLch ermichtig,. Prebtn de. M.kroofo.ni.n,^, 



E. coll JM39 



B«i«iehn«n9 ourch ocn Anmciacr 
JM39 



dsr in der deuijchen Psiennnmeldung 

_ °:v:;r,,r„^;r::— r^^^^^^ » ..... .„ 

(3) 0,e Ab;*be d«r Probe >oll zw folc»nd,n S*dincix,g.o-| ertolgen: 

keine EinschrVnicunQ 



t der Ar- 



© 
® 



On. C*:um 

_Hunchen. 11. 08. 9*1 



^ rt?tav&,r der H- 




S.v..;rdfo.ger,,e.b»,i:;5t: B«:atigong 

0" ob.r, b«eichne.. M,.,oorc.nismu, is: in vermehrung.fihigen, 2uK,nd 

_ h,n,erle9t vv^rden und h,; d.e Hln.erlegung.bei 

_DSM im?^ 



^ei„. B:;rrr„;:;;r'* o--'^-- "...hen 

'olgend.n Seichriftkungen 



]B71687aM J > 



24.08. 1995 »*m Mm , M ^ 
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Patentanspruche 



Serin-Acetyltransferase, die sine in, Verglexch zum 
Wildtyp- Jy™ redu.ierte sensitivitat gegenUber de™ 
InhtblLr L^ystein autweist und deren Prote.nsequenz 

zur Wildtyp-S..uenz ™indes.ens eine Mu.at.on 
o/e! Deletion aufweist, dadurch geKenn.eichnet da. d. 
Mutation 1. Se<,uenz.e«icn von f ^eX 

bis einschlieSlich der ABinosSure m Pos.t.on 273 liegt 
o er die Deletion i™ ca^boxyte^inaXen Secuen..erexcn ab 

le! A»inosaure in Position 227 lie,t, «obe. Posxt.on 1 
der Aminos^ ^^^^j 
das Startmethionin aus Fxg. 5 ^^^Q/^J^^ 

M*»t zu He in Position 256 
wobei die Mutation von Met zu iie 

ausgeschlossen ist. 

Serin-Aoetyltransterase ge,.»a Anspruch 1, dadurch 

■ rrnnzeicLet, da. sie eine xnni.ito.Konstante K, von 
Too" MS 2,3 .^M in ce,en«art von 1 ^ L-Ser.n und O.i 
mM Acetyl-CoA hat. 

Serin-Acetyltransferase ge™.B Ansprucn 1 Oder 2, dadurch 

■ ,eKennzei=hnet. daB ihre Proteinsequen. d.e 
Linosaureaustausche ^indestens e.ner der .n Tab. 
Oder lb genannten cysE Mutanten ur.ta6t. 

welche £Ur eine Serin-Acetyltransferase 
1. DNS-Sequenz, weicne lui 

gemaa einem der AnsprUche 1 bis 3 Kodxert. 

5 D«s-seguenz, welche fUr eine serin-AcetyXtransferase 
Kodiert die eine i™ VergXeich .u. Wildtyp-Enzy™ 

Tst. woLi die Mutation von Guanin nach Adenxn xn 
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Position 990 ausgeschlossen ist. 

6. Mikroorganisn,en, dadurch gekennzeichnet , dafi sie einen 
durch zu„,indest eine DNS-Sequenz gemaB Anspruch 4 oder 
deregulierten Cysteinstof f wechsel besitzen. 

7. Verfahren zur Herstellung von O-Acetylserin, L-Cystein 
Oder von L-Cystein abgeleiteten Produkten, dadurch 
gekennzeichnet, dai3 Mikroorganis.en ge.aB Anspruch 6 in 
an sich bekannter Weise in einem Nahrmediun, kultiviert 
werden . 

8. verfahren ge.a3 Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da3 
das Nahrmedium eine ausreichende Menge an 
Schwefeldonoren enthalt. 

9. verfahren ge„,MB Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, da6 
als Schwefeldonor Thiosulfat verwendet wird. 
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1 


MSCEELEIVW 


NNIKAEARTL 


ADCEPMLASF 


YHATLLKHEN 


LGSALSYMLA 


51 


NKLSSPIMPA 


lAlREWEEA 


YAADPEMIAS 


AACDIQAVRT 


RDPAVDKYST 


101 


PLLYLKGFHA 


LQAYRIGHWL WNQGRRALAI 


FLQNQVSVTF 


QVD I HPAAKI 


151 


GRGIMLDHAT 


GIWGETAVI 


ENDVSILQSV 


TLGGTGKSGG 


DRHPKIREGV 


201 


MIGAGAKILG 


NIEVGRGAKI 


GAGSWLQPV 


PPHTTAAGVP 


ARIVGKPDSD 


251 


KPSMDMDQHF 


NGINHTFEYG 


DGI 
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_jtia:B 

1 ^^<=^CGAACTGGCGCATCGCTTCGGCGTTGAAATGCCAATAACCGAGGAAATTTATCAAG 

61 ^^^TATATTGCGGAAAAAACGCGCGCGAGGCAGCATTGACTTTACTAGGTCGTGCACGCA 

121 ^GGACGAGCGCAGCAGCCACTAACCCCAGGGAACCTTTGTTACCGCTATGACCCGGCCCG 

181 CGCAGAACGGGCCGGTCATTATCTCATCGTGTGGAGTAAGCAATGTCGTGTGAAGAACTG 

MetSerCysGluGluLeu 

S^L^— ^^^^ 

GTAATCATCT 

1081 ATCCGGCCTACAGTAACTAATCTCTCAATACCGCTCCCGGATACCCCAACTGTCG-1135 
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Restriktionskarte des Plasmids pP1 

CI 8- ^chromosomale DNA; PL: Polylinker 
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SeUen 515-525, XP000617605 
DAGMAR DENK ET AL.: "L-Cysteine 
biosynthesis in Escherichia coli: 
Nucleotide sequence and expression of the 
Serine Acetyl transferase (cysE) gene from 
the wild-type and a Cysteine -excreting 
mutant" ^ 
in der Anmeldung erwahnt 

siehe Zusanmenfassung 

siehe Seite 517, Absatz 6 

siehe Seite 518, Absatz 1 - Seite 519 

Absatz 1; Abbildung 2 

siehe Seite 521, Absatz 2 - Seite 525 

Absatz 1 
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Seiten 2719-2725, XP0OG6187O6 

AGNIESZKA E. SIRKO ET AL.: . 

-Identification of the Escherichia coli 

cysM gene encoding 0-Acetyl senne 

sulphydrylase B by cloning with 

Mini-Mu-lac containing a plasmid replicon 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 2719, letzter Absatz 

siehe Seite 2720, letzter Absatz - Seite 

2721, Absatz 1 

siehe Seite 2724, Absatz 2 
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